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されている、GnRH と TK の局在、受容体機能調節、および生理作用の解
明を目指して研究を行った。 
本論文では、第 2 章で、ホヤにおける受容体へテロダイマー形成を介し






































































図 1-3 カタユウレイボヤ成体の模式図（左）と系統分類図（右） 
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的なパラログや遺伝子の欠損も見られる(Kah et al. 2007; Millar et al. 2008)。
例えば、四肢動物はGnRH-Iと-IIという2つの型のGnRHを持っている(Kah 
et al. 2007; Millar et al. 2008)が、硬骨魚類と円口類は3つの型を持つ
(Kavanaugh et al. 2008)。さらに、gnrh-II 遺伝子はげっ歯類や霊長類などの
一部の哺乳類には存在しない(Kah et al. 2007; Millar et al. 2008)。内因性受
容体であるGnRH受容体(GnRHR)は、クラスA Gタンパク共役型受容体
（GPCR）族に属し、イノシトール3リン酸(IP3)と細胞内カルシウムイオン
を高める(Shacham et al. 2001)。C末端尾部領域が完全に欠損しているI型
GnRHRは、ヒト、げっ歯類やウシなどの尐数の哺乳類に限定して存在し
ている。C末端尾部領域をもつII型GnRHRはほぼ全ての脊椎動物に広く分





ている(Kah et al.2007; Millar et al. 2008)。哺乳類において、I型とII型の
GnRHRはGnRH-IとGnRH-IIにそれぞれ選択的である(Shacham et al. 2001)。
対照的に、非哺乳類脊椎動物GnRHRは同種のGnRHに対する選択性が全く
ない(Ando and Urano 2005)。さらに、GnRHの生殖の制御における中心的役
割は知られうる限りの全ての動物種を通じて保存されている (Millar et al. 
2004; Satake and Kawada 2006; Tsai and Zhang 2008; Lindemans et al. 2009)。 
 近年、6つのGnRH（tGnRH-3~8）(Adamset al.2003)と4つのGnRHRサブタ
イプ（Ci-GnRHR1~4）(Tello et al. 2005)が原索動物の一種、カタユウレイ
ボヤ（Ciona intestinalis）から同定された。Ci-GnRHR-2(R2), R3, および、
R4は遺伝子重複を介して発生したR1のホヤ特異的なパラログである












受容体脱感作を変化させることを考慮すると(Levoye, Dam, Ayoub, 
Guillaume, Couturier, et al. 2006; Levoye, Dam, Ayoub, Guillaume, Jockers, et 
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図 2-1 抗体の特異性 
(A) 培養細胞を用いた発現系で、抗-R1 抗体(1:50,000)は R1 を認識した(2、4 列目)。また、
R1-R4 ヘテロダイマーもわずかに検出された（白矢頭）。（80kDa のバンドはヘテロダイ
マーではない（星印））。(B)抗-R4 抗体(1:5,000)もまた R4 を認識し、R1-R4 ヘテロダイマ
ーに対応するバンドもまたわずかに検出された（白矢頭）。(C)ホヤ卵巣において抗-R1













ヤギ抗体 Alexa 488 結合と抗-ニワトリIgG ヤギ抗体 Alexa 568 結合
(Molecular Probes Inc., Eugene, OR)を二次抗体として用いた、間接蛍光抗体
法によって可視化した。試料は蛍光染色用水溶性封入剤(Calbiochem, San 












Targefect F-1試薬(Targeting Systems, Santee, CA)を用いてHEK293MSR細胞







ーゼ阻害剤を含む 10mM トリス-EDTA緩衝液（pH 7.4）中でホモジナイ
ズし、その膜画分はx 5000 gで60分間遠心することにより得た。膜画分は
放射免疫沈降検定緩衝液(Thermo Scientific, Waltham, MA)中で、回転転倒混
和器を用い、4℃で1時間溶解させた。最終的な卵巣またはHEK293MSR組
み換え体の上清は2gの抗R1ウサギ抗体、または、5gの抗Mycアフィニテ
ィーアガロース(Sigma, St Louis, MO)と混合し、それぞれ、4℃で一晩、回
転転倒混和した。抗R1抗体抗原複合体はプロテインG結合セファロース































Jolla, CA)を用いてデータを解析した。tGnRH-3, -5, -6競合結合に対する実
験は遺伝子導入細胞を用いて行った。細胞は以上に述べたとおりに準備し
た。トリチウム標識された25nM tGnRH-6存在下、アッセイバッファ （ー総







calcium indicator mixture (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)を用いて




定した。cAMP生成はCatchPointTM Cyclic AMP assay kit (Molecular Devices)
とFlexStation IIを用い、cAMPの蛍光競合イムノアッセイ法により評価した。 
 















プ特異的な抗体で処理した(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA)。



































図 2-2 ホヤ卵巣での R1 と R4 の局在 
R1およびR4に対する特異的な抗体とそれに対応する二次抗体による間接蛍光抗体法に
よって検出。A: 抗-R1 抗体、B: 抗-R1 吸収抗体、C: 抗-R4 抗体、D: 抗-R4 吸収抗体、
E: A,C,F の重ね合わせ像、F: 明視野像（IFC:内濾胞細胞、TC:テスト細胞、Yo:卵黄）。












図 2-3 免疫共沈による R1-R4 ヘテロダイマーの検出 
(A)ホヤ卵巣から抽出した膜タンパク質を用い、抗-R1 抗体で免疫沈降させ、抗-R4 抗
体を用いたウェスタンイムノブロットにより検出。(B)V5 標識した R1 と Myc 標識し
た R4 を培養細胞膜上に共発現させ、抗-Myc 抗体で免疫沈降、抗-V5 抗体によるウェ
スタンイムノブロットにより検出。結果、卵巣においても培養細胞発現系においても
R1-R4 ヘテロダイマーが検出された。R1、R4 単発現体（2 列目、4 列目）、R1 と R4

















-5, -6 (pQHWSYEFMPG-NH2, pQHWSYEYMPGNH2,pQHWSKGYSPG- 
NH2)が、成体のホヤで为に存在するGnRHアイソフォームであることを明
らかにしていた (Kawada et al. 2009)。したがって、我々はCi-GnRHRに対
するtGnRH-3, -5, -6の活性を評価した。さらに、細胞内カルシウム動員は
tGnRH-6が結合したR1によってのみ低濃度で引き起こされることが知ら
れており(Tello et al. 2005)、図2-5Aに示すように同様の結果が得られた。
一方、図2-5Bに示すように、R1のみ発現させた細胞(EC50 = 6.92 nM)と比








図 2-4 FRET 画像解析による R1-R4 ヘテロダイマーの検出 
上段が R1 単発現、中段が R4 単発現、下段が R1,R4 共発現。 









図 2-5 細胞内シグナル伝達におけるヘテロダイマーの効果 
A,、B は、R1 単発現細胞（A）と R1-R4 共発現細胞(B)での tGnRH-6 によるカルシ
ウム動員の濃度依存曲線。1M の tGnRH-6 蛍光強度を 100%としてとった。 
濃度依存的な cAMP の生成を蛍光競合イムノアッセイよって検出した(C、D)。C は
R1 単発現細胞、D は R1-R4 共発現細胞における tGnRH-6 の濃度依存曲線。R1 単






Kd (nM) Bmax (fmol/well)  
R1 R1–R4 R4 R1 R1–R4 R4 
29.7 ± 8.5 27.6 ± 9.4 ND 450.3 ± 47.4 492.1 ± 55.3 ND 
 
 
表2-2 tGnRH-3, -5, -6の50%阻害濃度(IC50) 
[3H]-tGnRH-6-Binding Affinity IC50 (nM) 
Ligands R1 R1–R4 R4 
tGnRH-3 130.7 ± 30.5 112.8 ± 40.6 >1,000 
tGnRH-5 36.1 ± 11.3 32.4 ± 13.5 >1,000 
tGnRH-6 7.5 ± 3.2 8.1 ± 3.6 >1,000 
 
 
表 2-3 R1 安定発現 HEK293MSR 細胞で、R4 発現量を変化させた場合の
tGnRH-6 による細胞内カルシウム動員の変化 
Amounts of transfected 
R4 vector (g) 
0 0.05 0.2 0.4 2 

































図 2-6 R1、R1-R4 ヘテロダイマーの結合アッセイ 
(A) R1、R1-R4、R4、または、mock に対する [3H]-tGnRH-6 の飽和結合解析結
果。R4 は結合せず、R1-R4 ヘテロダイマーは R1 と同等の結合親和性を示した。 
(B) [
3
H]-tGnRH-6 に対する tGnRH-6 を増加させることによる競合的結合解析。
R1 と R1-R4 ヘテロダイマーの結合親和性は同等であった。 















































tGnRH-5 または 5nM tGnRH-6 投与による ERK1/2 リン酸化の誘導 
(A) R1(上段)と R1-R4(下段)を介した tGnRH-5 または tGnRH-6 処理 0~60 分後の
ERK1/2 リン酸化のウェスタンブロット (B) 結果は濃度計を用いて、処理 0 分後濃
度を基底値として解析した。(C) R1 発現細胞における tGnRH-5 または tGnRH-6 に
よる ERK リン酸化は 1mM Go6983 の存在下で部分的に阻害され、R1-R4 発現にお
ける阻害がR1単発現時と比較してより顕著であった。阻害剤の対照区としては0.1% 
DMSO を投与した。空ベクターを用いた場合、tGnRH-5 または tGnRH-6 による





















図 2-8 R1 または R1-R4 を発現細胞において、25nM tGnRH-5 また
は 5nM tGnRH-6 によって誘導される PKCと PKC の移動 
R1もしくはR1-R4の安定発現細胞をtGnRHもしくは対照区としてのPBSで固定する









 Control tGnRH-5 tGnRH-6 
R1 1.083  0.017 1.166  0.03 1.542 0.056 
R1-R4 1.201 0.051 1.202 0.066 1.952 0.091 
 
PKC-  
 Control tGnRH-5 tGnRH-6 
R1 1.23 0.077 1.552 0.115 1.36 0.047 
































がPKCとPKCの移動を誘導するという知見(Farshori et al. 2003; Shah et 









































を導くという知見が増加しつつある(Caunt et al. 2006; Dobkin-Bekman et al. 










ぞれヘテロダイマーを形成する）(Levoye, Dam, Ayoub, Guillaume, Couturier, 






 6番目のグリシンはタコ(Iwakoshi-Ukena et al. 2004; Kanda et al. 2006)と
海産円口類(Kavanaugh et al. 2008)を含むカルシウム動員を引き起こす全て
のGnRHで保存されている。近年の研究から、旧口動物のGnRHでも脊椎
動物GnRHの位置に相当するグリシンを持つことが明らかになっている
(Tsai and Zhang 2008)。これらの知見から、祖先型GnRHは6番目のグリシ
ンを持つことが示唆される。ホヤにおいて、tGnRH-6だけが6番目のグリ
シンを有し(Adams et al. 2003)、R1を通じてカルシウム動員を上昇させる




ている(Kusakabe et al. 2003; Tello et al. 2005)。R1、R2、R3は異なったリガ
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第 3 章 
 




生殖プロセスの制御において中心的な役割を果たしている(Cheng et al. 
2005; Millar et al. 2004)。ヒトでは、GnRHは下垂体における生殖腺刺激ホ
ルモン(ゴナドトロピン)の合成と分泌を促すだけでなく、ステロイド合成
や細胞増殖、アポトーシス、胚の着床などの、多くの末梢機能も制御する
(Cheng et al. 2005)。これまでの報告によると、24種の脊索動物（脊椎動物
とホヤ）GnRHと2種の旧口動物（アメフラシとタコ）GnRHが現在、同定
されており(Adams et al. 2003; Iwakoshi et al. 2002; Kanda et al. 2006; 










識されつつある (Aoyama et al. 2008; Johnsen et al. 1990; Kawada et al. 2008; 
Millar et al. 2004; Olinski et al. 2006; Satake et al. 2006; Satake et al. 2004; 
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蒸留抽出物をSuperdexTMゲルろ過カラム(GE Healthcare, Buckinghamshire, 
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UK)を用いて分離した。精製した抽出物はZip-Tip scx (Millipore, Billerica, 
USA)で処理し、そして、保持されているペプチドはホルムアミド(pH 4.0)
によって段階的に溶出させ、その溶液をC18逆層カラム(Capillary Ex-Nano 
inertsil Peptides C18 0.2 mmx 150 mm; GL Sciences Inc., Torrance, CA, USA)
に直接加えた。アンカーチップ上の最終ペプチドはultraflex III MALDI 
TOF/TOF MS 装置 (Bruker Daltonics, Bremen, Germany)を用いて測定し、結
果として生じるマススペクトルのデータはMASCOTデータベース検索
(Matrix Science, Tokyo, Japan)を用いて解析した。 
 
3-2-3 RT-PCRによるCi-gnrh1, -2, および –Xの遺伝子発現解析 
 RT-PCRに供した全てのプライマーは表3-2に示した。1st. strand cDNAは
Ex-Taq (Takara-Bio, Kyoto, Japan) を用いて、サーマルサイクラー (model 
9700; Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) で増幅した。PCRプログラ
ムは、94℃1分間の後、94℃30秒間、55℃30秒、72℃1分間で30サイクル、
そして、最後に72℃5分間に設定した。PCR産物は1.5%アガロースゲルを
用いて電気泳動した。さらに、PCR産物をBig-Dye sequencing kit (Applied 
Biosystems)を用いて、ABI PRISMTM 3130xl Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems)で配列解析した。 
 




最後に72℃5分間に設定した。得られたPCR産物は、pCR II TOPO dual 
promoter ベクター (Invitrogen, San Diego, CA, USA)に挿入した。DIG標識 
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表 3-2A RT-PCR に用いたプライマーの配列 
Ci-GnRH-X   CLSTR:ID 10761r1 
Forward: nt 89 - 106   GAAGCTCAACATTGGAGT          
Reverse: nt 358 - 343   CAGGATCCGTTGCAAG         
 
Ci-GnRH1   CLSTR ID: 14373r1 
Forward: nt 209 - 225   CTCGATCTTGGTTTGGG          
Reverse: nt 482 - 466   CTTTGCTCCAATGCTGA          
 
Ci-GnRH2   CLSTR ID: 07965r1 
Forward: nt 128 - 144   CGGATTTTGAGGACGAA          
Reverse: nt 437 - 423   CGACCGAAGTCACCT            
 
GAPDH   CLSTR ID: 37267 
Forward: nt 32 - 46   GACGAATTGGACGCTT              
Reverse: nt 312 - 295   GATGGTTGTGAAAACTCC           
 










表 3-2B in situ hybridization に用いたプライマーの配列 
Ci-GnRH-X   CLSTR:ID 10761r1 
Forward: nt 32 - 55   ATGCATAAAATTTCTGTATGTGTG 
Reverse: nt 367 - 347   TTAGTATTCCAGGATCCGTTG 
 
Ci-GnRH1   CLSTR ID: 14373r1 
Forward: nt 27 - 48   ATGTTGGATATCGAAAAGGAC 
Reverse: nt 666 - 687   TTATTCTACGTCAGATCCTTTG 
 


















RNAプローブの調製と中枢神経複合体の in situ ハイブリダイゼーション
は、BCIPとFast-Red (Invitrogen)を可視化に用いたことと、Ci-gnrh-X RNA
プローブをハイブリダイズし、洗浄し、そして、BCIPでの染色後、Fast-Red
により染色した以外は、以前の報告の通りに行った(Satake et al. 2004)。 
 
3-2-5 ペプチド合成と精製 
 Ci-GnRH-XとtGnRHペプチドは、solid-phase peptide synthesizer (Model 
433A, Applied Biosystems)を用いて、FastMoc法によって合成し、C18逆層
HPLCカラム (COSMOSIL 5C18-AR-II; size 20 mm x 250 mm, Nacalai 




 HEK293MSR細胞(Invitrogen)は5% CO2と湿度100%条件下で、10% (v/v)
ウシ血清(FBS)、0.1mM非必須アミノ酸を加えたDMEMを用いて培養した。 
各Ci-GnRHR ORFを挿入したpcDNA6プラスミド、または、空ベクターを、
添付プロトコールに従って、Targefect F-1試薬(Targeting Systems, Santee, 
CA, USA)を用い、HEK293MSR細胞に導入した後、48時間培養した。リガ
ンドが誘導する細胞内カルシウム動員測定のために、細胞をCa-3 




































図 3-1 質量分析による Ci-GnRH-X の検出 
(A) Ci-GnRH-X の MALDI TOF/TOF MS/MS スペクトル。Ci-GnRH-X ペプチドの





Peptide Sequence Species 
Ci-GnRH-X pQHWSNWWIPGAPGYNG-amide Ascidian (C. intestinalis) 
t-GnRH-3 pQHWSYEFMPG-amide Ascidian (C. intestinalis) 
t-GnRH-5 pQHWSYEYMPG-amide Ascidian (C. intestinalis) 
t-GnRH-6 pQHWSKGYSPG-amide Ascidian (C. intestinalis) 
GnRH-I pQHWSYGLRPG-amide Human 
GnRH-II pQHWSHGWYPG-amide Human 
GnRH-III pQHWSYGWLPG-amide Fish 



















































 カタユウレイボヤにはCi-GnRHR1, R2, R3と呼ばれる3種のGnRH受容体













































図 3-2 Ci-gnrh-X 遺伝子と Ci-Gnrh1 遺伝子の発現 
(A) Ci-gnrh-X 遺伝子（上段）と Ci-GAPDH（下段）遺伝子の組織発現分布。
(B) 成体神経複合体と幼生における Ci-gnrh-1, -2, -X、および、Ci-GAPDH





図 3-3 Ci-GnRH-X の作用 
(A) R1 を介した tGnRH-6 の細胞内カルシウム動員に対する Ci-GnRH-X の阻害活性
と(B) cAMP 生成に対する Ci-GnRH-X の阻害活性。(C) R2 を介した tGnRH-6 の
cAMP生成に対するCi-GnRH-Xの阻害活性。R3を介した(D) tGnRH-3と(E) tGnRH-5
の cAMP 生成に対する Ci-GnRH-X の阻害活性。Ci-GnRH-X 非存在下での 1x10-8M
















図 3-4 質量分析による tGnRH-3、-5、-6 の検出 
カタユウレイボヤの中枢神経複合体の抽出物での、tGnRH-3、-5、-6 の MALDI 
































































































































































































































































































































































































































































































































性を示す(Tello et al. 2005)。さらに、分子系統解析の結果から、Ci-GnRHR2
とR3が遺伝子重複を介して生じたR1のホヤ特異的なGnRHパラログであ




















非常に興味深い。特に、Ci-gnrh1 遺伝子が Ci-gnrh-X 遺伝子と共局在し
ていることは(図 3-2B ~ E)、全ての Ci-GnRH-1 作動系ニューロンが
Ci-GnRH-X も tGnRH-3, -5, -6 も両方ともを産生し分泌することを示し
ている。さらに、Ci-GnRH-X が Ci-GnRHR1、R3 と tGnRH-3, -5, -6 の
相互作用を完全にではなく、穏やかに阻害することは注目に値する(図

















泌されて Ci-GnRHR-1 および-3 に対して穏やかなアンタゴニスト作用を
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にも発現している(Satake and Kawada 2006B)。他の脊椎動物でもSP, NKA, 
NKBの同族体が単離されている(Satake and Kawada 2006B)。ほぼ全てのTK
にPhe-Xaa-Gly-Leu-Met-NH2というコンセンサス配列がC末に保存されて
いることが配列上の特徴である(Satake and Kawada 2006B)。これまでに哺
乳類からSubstance P (SP)、Neurokinin A (NKA)、NKB、Hemokinin/Endokinin 
(HK/EK)の4種類のタキキニンが同定されている(表4-1)。他の脊椎動物で
もSP, NKA, NKBの同族体が単離されている(Satake and Kawada 2006B)。












表 4-1 为なタキキニンやタキキニン関連ペプチド 
Species Peptide Sequence 
脊索動物門のタキキニン 
Mammals Substance P RPKPQQFFGLM-NH2 
  Neurokinin A HKTDSFVGLM-NH2 
  Neurokinin B DMHDFVGLM-NH2 
 Endokinin A/B GKASQFFGLM-NH2 
  Endokinin C KKAYQLEHTFQGLL-NH2 
  Endokinin D VGAYQLEHTFQGLL-NH2 
Frog (Bufo marinus) Bufokinin KPRPDQFYGLM-NH2  
Dogfish (Scyliorhinus canicula) Scyliorhinin AKFDKFYGLM-NH2  
Ascidian (Ciona intestinalis) Ci-TK-I HVRHFYGLM-NH2  
  Ci-TK-II ASFTGLM-NH2 
カエル皮膚由来のタキキニン 
Physalaemus biligonigerus Physalaemin pEADPNKFYGLM-NH2 
Agalychris callidryas AC-AR-1 GPPDPDRFYPGM-NH2 
原口動物唾液腺由来のタキキニン 
Octopus     
(Eledone aldovrandi) Eledoisin pEPSKDAFIGLM-NH2 
(Octopus vulgalis) Oct-TK-I KPPSSSEFIGLM-NH2 
原口動物唾液腺由来のタキキニン関連ペプチド 
Cockroach Lem-TRP-1 APSGFLGYR-NH2 
Fruitfly(Drosophila melanogaster) DTK-1 APTSSFIGMR-NH2 








図 4-1 为なタキキニンやタキキニン関連ペプチドの前駆体 
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活性コンフォメーションを形成すると考えられている(Satake and Kawada 
2006B)。 
無脊椎動物では、前口動物でTK様ペプチドが発見されている。これら



















































































 得られた受容体遺伝子のOpen reading frameをアフリカツメガエル卵発
現ベクターpSPUTKベクター(Stratagene)に挿入した。そしてプラスミドを
HpaIで直鎖状にし、mMESSAGE mMACHINETM High reild Capped RNA 
Transcription kit (Ambion)を用い、添付されているプロトコールに従って
cRNA作製を行った。アフリカツメガエルの腹部を切開し、卵母細胞を摘
出した。そして、Collagenase type IA (Sigma)を2mg/mlとなるように加えた
OR-2溶液(82.5mM NaCl、2mM KCl、1mM MgCl2、5mM HEPES) が入った
遠沈管に卵母細胞を移し、室温で約1.5時間撹拌した後、OR-2溶液で3回、

















存したデータの解析は、ORIGIN 6.1 software (Microcal Software)を用いた。
測定は、固定電位は-80mV、固定電流は-40nA 以下で行った。 
 
4-2-6 RT-PCR サザンブロット解析 
 Ci-TK cDNA検出のためのプライマーセットは、Ci-TK cDNA の nt 
20-40と同一の配列とnt 582-602の相補鎖と同一の配列を用い、Ci-TK-R 
cDNAの検出には、Ci-TK-R cDNAの nt 45-68と同一の配列とnt 752-773の
相補鎖と同一の配列を用い、そして、カタユウレイボヤ-アクチンcDNA









4-2-7 in situ ハイブリダイゼーション 
 Ci-TK cDNA断片(nt 47-558)をPST 18ベクターに挿入し、(Roche Applied 
Science) 直鎖化したプラスミドを、DIG RNA labeling kit (Roche Applied 
Science)を用いた、DIG標識Ci-TK RNAプローブの合成に供した。幼若体と
成体の中枢神経、内柱のホールマウントin situ ハイブリダイゼーションは、





































図 4-2 ホヤタキキニン(Ci-TK)の前駆体配列と構造 
(A) Ci-TK-I と Ci-TK-II 配列は囲い文字で、プロセシングサイト(KR)は下線で示し





















































図 4-3 Ci-TK-I と Ci-TK-II の Q-TOF MS/MS スペクトル 




図 4-4 TKR ファミリー、および、TKRPR ファミリーのＮＪ法による
分子系統樹 









































図 4-5 タキキニンと Ci-TK-R の相互作用（アフリカツメガエル卵母細胞
による電気生理学的アッセイ） 
(A)Ci-TK-R を発現させたアフリカツメガエル卵母細胞に 10nM の Ci-TK-I を投与した際
の電流変化。(B) 濃度依存曲線。（Ci-TK-I; ■、Ci-TK-II; ▲、SP; △、NKA; ○）。10-7M 




















図 4-6 Ci-TK と Ci-TK-R 遺伝子の RT-PCR サザンブロット解析 






図 4-7 in situ ハイブリダイゼーションによる Ci-TK 遺伝子の局在解析 
A, B: 幼若体、C: 中枢神経、D, E: 内柱、F: 消化管 
A、B における中枢神経での発現は□で囲って示した。D - F までの矢頭はポジティ
ブシグナルである。 
bg: 中枢神経、en: 内柱、as: 出水管、os: 入水管、ph: 咽頭、lm: 内腔、a: 前側、
p: 後ろ側、d:背側、v: 腹側 


















ることにより、TK や TKRP の分子進化過程が明らかにされることが期待
されるが、本研究成果は、その中で新たな道を拓いたと言うことができる。 
脊椎動物の TAC1 は別々のエキソンに SP と NKA をコードし、選択的
スプライシングにより SP のみ、または SP と NKA をコードする転写
物を生成する(図 4-1A)(Severini et al. 2002; Nawa et al. 1983; Nawa et al. 
1984)。一方、Ci-TK-I と-II は一つのエキソンにコードされていて（図 4-1B、
2B）、splicing variant による選択的ペプチド生成を行わない(Satake and 
Kawada 2006A; Kawada et al. 2010; Satake et al. 2004)。したがって、脊椎動




たと推察される。また、TAC1 遺伝子や TAC3 遺伝子がフグやメダカのゲ
ノム上に存在していることから、尐なくとも SP, NKA, NKB 遺伝子は脊椎
動物全体で保存されていると考えられる。以上をまとめると、脊索動物門
で Ci-TK 遺伝子様の原始 TK 遺伝子が確立され、脊椎動物の進化の過程で
TAC1, 3, 4 といったサブタイプに派生し、同時に、スプライシングによる
ペプチドの選択的生成機構を獲得して分子や機能の多様化が達成された
ことが推察される(図 4-8)。 
Ci-TK-R は Ci-TK と反応して細胞内カルシウム動員を誘導する。また、
SP と NKA は Ci-TK とほぼ同等に Ci-TK-R を活性化するのに対し、NKB
は Ci-TK-R を全く活性化しないという、「all or nothing」なリガンド選択性
を示す。一方、NK1、2、3 は SP, NKA, NKB に最も高い選択性を示すが、
他の TK リガンドに 10-100 倍の affinity の弱さで反応することが知られて
いる(Satake and Kawada 2006B)。また、分子系統樹解析から、NK1、2、3
は Ci-TK 様祖先遺伝子から派生して誕生したことが示唆される。これらの
知見から、Ci-TK-R 様受容体が NK1、NK2、NK3 に遺伝子重複により誕生
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4 といった TK 遺伝子や、NK1, 2, 3 といった TK 受容体遺伝子が卵巣、精
巣、子宮、胎盤などに発現していることが示されている(Patak et al, 2002; 
Pintado et al, 2003; Patak et al, 2005; Candenas et al, 2006; Pennefather et al, 
2006; Ravina et al, 2007; Patak et al, 2008; Pinto et al, 2010)。また、生理活性
もいくつか見出されている。例えば、全ての TK はヒト精子運動を促進
し、特に NK3 を介した反応が最も顕著であることが示されている（Ravina 
et al, 2007; Pinto et al, 2010）。子宮においては、妊娠 17 日目のマウスで
NKA やそのアゴニストが最も強力に収縮を促進することなどが知られ
ている(Patak et al, 2005; Pennefather et al, 2006; Patak et al, 2008)。また、子
宮における TK 遺伝子の発現はエストロジェンの作用の影響を受けるこ
とも示唆されているが、その詳細なメカニズムは明らかにされていない
(Patak et al, 2008)。さらに近年、NKB による GnRH ニューロンの制御機
構が明らかになりつつある(Topaloglu 2010)。 
卵巣でも、全ての TK や TK 受容体の遺伝子が発現していることが報告
















とその受容体（Ci-TK-R）を単離し、Ci-TK と Ci-TK-R が分子構造と機能
の両面で脊椎動物の TK と TK 受容体の性質を保存していること、すなわ
ち、脊椎動物の TK とその受容体のプロトタイプであることを突き止め 
(Satake and Kawada 2006A; Satake et al. 2004)、さらに、Ci-TK-R が神経複
合体、消化管に加えて卵巣に多量に発現していることを RT-PCR で確認
している。これらの結果から、Ci-TK-R の卵巣内における局在を決定し

























ジティブシグナルは1:1000に希釈した抗-ニワトリIgG ヤギ抗体 Alexa 
568 結合(Molecular Probes Inc., Eugene, OR)を二次抗体として用いた、間接
蛍光抗体法によって可視化した。試料は蛍光染色用水溶性封入剤
(Calbiochem, San Diego, CA)を用いて封入し、倒立蛍光顕微鏡、Nikon 
Eclipse TE2000-S (Nikon Corp., Tokyo, Japan)で観察した。カタユウレイボヤ
の卵細胞は、前卵黄形成期 (Stage I)、卵黄形成期 (Stage II)、卵黄形成終






















から抽出した。リアルタイムPCRはPower SYBR Green PCR Master Mixと




のための指標として用いた。プライマー配列(表5-3)は Primer Express 1.5 
Software (Applied Biosystems)を用いて設計した。1lのテンプレートcDNA、
























Tris HCl (pH 7.6)または、カテプシンD 活性測定のために カテプシンDア





によって測定した(Sakai et al. 2006)。試料タンパク質の濃度は、BSAを指






 卵黄形成期(Stage II)と卵黄形成終了期(Stage III)卵細胞は、濾胞細胞の構
造や卵母細胞の大きさ、そして、ミトコンドリアの局在を含む、形態的特




0.1M [Sar9, Met (02) 11]-Substance P投与区、および、プロテアーゼ阻害剤
(1M ペプスタチンA、1M ロイペプチン、1M EDTA)または、NK-2合
成アンタゴニストであるGR-94800との同時投与区、さらに、海水のみの
無処理対照区を設け、18℃で15時間培養した。それぞれの卵細胞を4%パ
ラホルムアルデヒド/PBSで固定した後、0.01% Triton X-100/PBS (PBST)で3
回洗浄した。固定した卵細胞を室温で20分間、0.25l/mlのMitoTracker Red 
(Molecular Probes)/PBSTを用いて染色し、PBSTで3回洗浄した後、Alexa 
Fluor 488 phalloidin (Molecular Probes) を用いて4℃で一晩、染色した。そ
れぞれの卵細胞におけるミトコンドリアの局在は、共焦点蛍光レーザース
キャン顕微鏡 LSM510 META NLO (Carl Zeiss, Tokyo, Japan)を用いて観察
した。3次元画像構築のために、Alexa Fluor 488 phalloidinで染色したそれ
ぞれの卵細胞試料の上から下までの横断画像を1mごとに70 ~ 150枚撮影

















期(Stage II)、卵黄形成終了期(Stage III)の3つの段階に分類できる(Burighel 


















図 5-1 カタユウレイボヤの卵巣内卵細胞の分類と Ci-TK-R の局在 
A:前卵黄形成期(Stage I)卵細胞(卵径 50m 以下)、B:卵黄形成期(Stage II)卵細胞(卵径
50-70m)、C:卵黄形成終了期(Stage III)卵細胞(卵径 100m まで)。卵細胞は卵胞径や



















































図 5-2 DNA マイクロアレイ解析(Ci-TK 処理、無処理卵巣の遺伝子発
現レベルの比較散布図) 
(A) Ci-TK 処理卵巣からの RNA プローブを Cy-5 標識、無処理卵巣からの RNA プロ
ーブを Cy-3 標識し、解析した。(B) 無処理卵巣からの RNA プローブを Cy-5 標識、









脊椎動物の卵黄形成に関わっているとされる(Carnevali et al. 2006)リソソ
ーム酸性プロテアーゼであるカテプシンDに高い配列相同性を示した。こ
れまでに幾つかのプロテアーゼが卵細胞の成長や成熟、卵黄形成に関わっ
ているとする報告があることから(Carnevali et al. 2006; Sakairi and Shirai 
1991; Takagi-Sawada et al. 1989; Tanaka et al. 2000; Jakobsen et al. 2005; 




















Cluster ID Most similar gene E value Up-regulation ratio (Ct) 
37267 GAPDH (control) e-154 0 
2785 Chymotrypsinogen 3e-38 4 
16601 Carboxypeptidase B1 2e-64 7.5 
16624 Cathepsin D 1e-116 8 
32073 Chymotrypsynogen-1 1e-42 3.5 
37777 Carboxypeptidase-B1 2e-86 7 
表 5-1 卵巣で Ci-TK-I 投与によって上昇したプロテアーゼ遺伝子 
図 5-3 リアルタイム PCR によるマイクロアレイデータの検証 
Ci-TK-I 処理、無処理卵巣における、それぞれの遺伝子の発現上昇レベルをCt 値か


















































図 5-4 Ci-TK-I 投与によるプロテアーゼ活性化 
(A) カテプシン D 活性。(B) 総中性プロテアーゼ活性。(C) 中性プロテアーゼをキ
モトリプシン阻害剤であるロイペプチン、または、カルボキシペプチダーゼ B1 阻
害剤である EDTA で部分的に阻害することにより、間接的にカルボキシぺプチダー




図 5-5 合成タキキニン受容体アゴニストとアンタゴニストの効果 
(A) NK1 アゴニストである[Sar9, Met (02) 11]-Substance Pは Ci-TK-R の活性化を誘導し
た。(B) NK2 アンタゴニストは Ci-TK-I による Ci-TK-R の活性化を完全に阻害した。 
結果は、10-7M の Ci-TK-I 投与時の値を 100%とし、平均値±標準誤差で示した。(C) 
[Sar9, Met (02) 11]-Substance P 投与時の Cathepsin D 活性と(D) 総中性プロテアーゼ活


























アゴニストである [Sar9, Met (02) 11]-Substance P においても30％以上の
Stage II卵細胞がStage IIIへ成長した(図5-7A、表5-2)のに対し、Ci-TK-Rの
アンタゴニストであるGR-94800処理区では完全に阻害された(図5-7B)。こ




図 5-6 Ci-TK-I による卵黄形成期(Stage II)卵細胞の成長促進 
(A) 天然に存在するホヤの卵細胞。上段:卵黄形成期(Stage II)、下段:卵黄形成終了期
(Stage III)、左:明視野像、中央:ミトコンドリア染色像、右:3 次元画像。(B) Ci-TK-I
無処理対照区。上段:培養開始 0 時間、下段:培養開始 15 時間後、左:ミトコンドリア染
色像、右:3 次元画像。(C) Ci-TK-I 処理 0 ~ 15 時間後の卵黄形成期 (Stage II) 卵細胞、
左:ミトコンドリア染色像、右:3 次元画像。卵黄形成期(Stage II)卵細胞は、Ci-TK-I 処





期(Stage III)への成長におけるCi-TK-I、[Sar9, Met (02) 11]-Substance P、
GR-94800、および、プロテアーゼ阻害剤の効果 













Ligands (plus inhibitors) Stage III oocytes (%) 
Control 0 





] SP 32.27 ± 1.50 
Ci-TK-I plus GR94800 0 
Ci-TK-I plus pepstatin 0 
Ci-TK-I plus leupeptin 0 










(A) Ci-TK-R の合成アゴニスト、[Sar9, Met (02) 11]-Substance P 投与区。(B) Ci-TK-I と
Ci-TK-R の合成アンタゴニスト、GR-94800 の同時投与区。(C) Ci-TK-I と各プロテアーゼ
に対するプロテアーゼ阻害剤の同時投与区（pepstatin A は cathepsin D、leupeptin は
























































図 5-8 Ci-TK-I による卵細胞成長機構の概略図 
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(Carnevali et al. 2006)。また、カルボキシペプチダーゼB1は、哺乳類卵細胞
の透明帯形成タンパク質のプロセシングにおいて重要な役割を果たす
(Litscher et al. 1999)。さらに、キモトリプシンの阻害剤であるロイペプチ
ンは、マボヤとイトマキヒトデにおいて、前卵核膜崩壊期で卵細胞成長の
進行を抑制すること(Takagi-Sawada et al. 1989; Tanaka et al. 2000)、ショウ
ジョウバエにおいてもキモトリプシン阻害剤が卵細胞成長を阻害してい




















能については未だに明らかになっていない(Burighel and Cloney 1997; 





































という3つの経路が存在する(Severini et al. 2002; Page 2004; Almeida et al. 
2004; Page 2005; Satake and Kawada 2006B; Zhang et al. 2000; Page et al. 
2003; Candenas et al. 2005; Debeljuk 2006; Page et al. 2000; Page et al. 2006; 






を示唆する。(Severini et al. 2002; Page 2004; Almeida et al. 2004; Page 2005; 
Satake and Kawada 2006B; Zhang et al. 2000; Page et al. 2003; Candenas et al. 
2005; Debeljuk 2006; Page et al. 2000; Page et al. 2006; Pintado et al. 2003)。こ
れらの知見から、生殖組織におけるTKの傍分泌機構は、脊椎動物以降に
確立されたことを示唆する。カタユウレイボヤには、これまで旧口動物に
おいては存在が確認されていない(Satake and Kawada 2006B; Satake et al. 
2003; Sherwood et al. 2006; Satake H and Kawada 2006A) TKを含む、脊椎動
物型神経ペプチドと視床下部ホルモンの同族体やプロトタイプが存在す
ることが示されている(Satake et al. 2004; Johnsen et al.1990; Monstein et al. 
1993; Adams et al. 2003; Tello et al. 2005)。しかしながら、視床下部と下垂
体に対応する組織がホヤにおいては存在しないこと(Sherwood et al. 2006; 
Satake and Kawada 2006A; Campbell et al. 2004; Deyts et al. 2006; Dufour et al. 
2006)、そして、カタユウレイボヤのゲノム上に下垂体ホルモンの相同遺




卵巣に投射している(Satake et al. 2004; Burighel and Cloney 1997)カタユウ
レイボヤの中枢神経組織の神経細胞において同定されている(Adams et al. 








本章において、我々は、Ci-TK-I の卵巣における作用は、Stage II 卵細胞
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他、生殖線、血球、甲状腺などにも発現している(Satake and Kawada 2006) 
 また、ここ数年で、SPが精子の運動を誘導すること(Ravina et al. 2007)、
SP、NKA、NKBが子宮筋収縮を誘起すること(Patak et al. 2003; Patak et al 
2005; Pennefather 2006; Pinto et al. 2004)、胎盤におけるTAC3遺伝子の発現
上昇を介して子癇前や妊娠中における血中のNKBが上昇すること(Page et 
al. 2000; Page et al. 2006)、視床下部において、NKBとキスペプチンが協調














類や鳥類での卵黄タンパク質のプロセシングに(Carnevali et al. 2006)、カル
ボキシペプチダーゼB1は、哺乳類の成長初期の卵細胞の透明帯形成タンパ
ク質のプロセシングに(Litscher et al. 1999)、さらに、キモトリプシンはマ
ボヤ、棘皮動物、および、昆虫の卵細胞成長に(Jakobsen et al. 2005; Sakairi 

























Alexa568結合(Molecular Probes Inc., Eugene, OR)をそれぞれ用いた。 
 
6-2-3 in situ ハイブリダイゼーション 
 Ci-cathepsin D, Ci-carboxypeptidase B1,Ci-chymotrypsin ORFのcDNA断片
をpCRII-TOPOデュアルプロモーターベクター(Invitrogen, San Diego, CA, 
USA)にそれぞれ挿入した。これらのプラスミドを制限酵素で直鎖化し、
DIG RNAラベリングキット(Roche Applied Science)を用いたDIGラベル
RNAプローブ合成に用いた。摘出したカタユウレイボヤ卵巣をブアン液中、
4℃で一晩固定した。5m連続切片の準備、ハイブリダイゼーション、洗
















テンプレートcDNAに逆転写した。Ci-GAPDH, Ci-cathepsin D, 
Ci-carboxypeptidase B1, Ci-chymotrypsin遺伝子の発現解析のためのリアル
タイムPCRは、第5章と同様の方法で、Power SYBR Green PCR Master Mix






無処理卵巣は、中性プロテアーゼ活性測定のために50mM Tris HCl (pH 7.6)
または、カテプシンD 活性測定のために カテプシンDアッセイバッファ





タンパク質アッセイ試薬キット(Pierce, Rockfold, IL, USA)を用いて決定し
た。ホヤカテプシンD活性は、マニュアルに従って、カテプシンDアッセ
イキット(Sigma)を用いて定量化した。各点のデータは0時間での酵素活性









   Primer name (positions)                         Sequence 
 
ci-gapdh 
ci-gapdh-524F-(524-547)----------       CAACTGTGCACTCGTACACTGCTA 
ci-gapdh-598R-(575-598)----------       CTCTTCCGTCTCTCCAGGACTTT 
 









ci-chymotrypsin-692F-(692-712)---       GTGAACAGTGGTTGCCAAGGT 














卵黄形成期(Stage I)、卵黄形成期(Stage II)、卵黄形成終了期(Stage III)の3つ





























(A) Ci-cathepsin D 遺伝子、(B) Ci-carboxypeptidase B1 遺伝子、(C) Ci-chymotrypsin 遺伝
子。I-E:前卵黄形成期前期 (early-stage I)、I-L:前卵黄形成期後期 (late-stage I)、II-E:卵












(A) Ci-cathepsin D 遺伝子のセンスプローブ、(B) Ci-carboxypeptidase B1 遺伝子のセン
スプローブ、(C) Ci-chymotrypsin 遺伝子のセンスプローブ。I-E:前卵黄形成期前期 
(early-stage I)、I-L:前卵黄形成期後期 (late-stage I)、II-E:卵黄形成期前期 (early-stage 












図 6-3 カタユウレイボヤ卵巣における Ci-cathepsinD と Ci-TK-R の局在 
(A) Ci-cathepsin D の局在。(B) Ci-cathepsin D (緑)と Ci-TK-R (赤)の 2 重免疫染色。(C) 卵
黄形成期後期(Stage II-late)卵細胞のテスト細胞における Ci-cathepsin D (緑)と Ci-TK-R 







































図 6-4 リアルタイム PCR によるカタユウレイボヤ卵巣における Ci-TK-I
投与時のプロテアーゼ遺伝子の発現変動解析 
(A) Ci-cathepsin D 遺伝子の発現変動。(B) Ci-carboxypeptidase B1 遺伝子の発現変動。(C) 
Ci-chymotrypsin 遺伝子の発現変動。Ci-TK-I 投与によって制御されるそれぞれの遺伝子発
現変動はCt 値から算出した(表 6-2 参照)。結果は平均±標準誤差で示した。* は培養 0
時間のCt 値と比較して 5%レベルで有意差あり(*, P < 0.05)。 
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表 6-2 Ci-TKによって制御されるCi-cathepsin D、Ci-carboxypeptidase B1、
および、Ci-chymotrypsin 遺伝子のリアルタイム PCR 解析 























Ci-cathepsin D 16624 
0h Ct = 0.066 ± 0.1 
2h Ct = 2.4 ± 0.2 
5h Ct = 3.4 ± 0.6 
15h Ct = 3.2 ± 0.7 
Ci-carboxypeptidase B1 16601 
0h Ct = 0.066 ± 0.1 
2h Ct = 0.05 ± 0.03 
5h Ct = 6.2 ± 1.5 
15h Ct = 3.0 ± 1.0 
Ci-chymotrypsin 2785 
0h Ct = 0.066 ± 0.1 
2h Ct = 0.02 ± 0.1 
5h Ct = 4.1 ± 0.6 




図 6-5 カタユウレイボヤ卵巣における Ci-TK-I投与時のプロテアーゼの
活性変動 
(B) Ci-cathepsin D の活性変動。 (D) Ci-carboxypeptidase B1 の活性変動。 (F) 
Ci-chymotrypsin の活性変動。 (A)、(C)、(E)は、それぞれのプロテアーゼに対応する
Ci-TK 無投与対照区。結果は平均±標準誤差で示した。* は培養 0 時間の酵素活性と































う知見とも一致する(Carnevali et al. 2006; Litscher et al. 1999; Takagi-Sawada 













巣内の卵細胞に運ばれる(Jalabert 2005; Lubzens et al. 2010)。最近、ビテロ
ゲニンのC末端領域が別種のホヤであるマボヤの肝臓相同組織から同定さ
れ、そのタンパク質は卵細胞に蓄積していることが明らかにされている




















だ同定されていない(Jakobsen et al. 2005; Sakairi et al. 1991; Takagi-Sawada 



























れると考えられる(Burighel and Cloney 1997; Orisaka et al. 2009)。 
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第 2 章では、ホヤにおける受容体へテロダイマー形成を介した GnRH
受容体の機能制御について明らかにした。t-GnRH は R1~3 と選択的に反









象に免疫共沈を行い、R1 と R4 がホヤ生体内でヘテロダイマーを形成す
ることを実証した。また、R1 と R4 を HEK293MSR 細胞に共発現させ、
免疫共沈と FRET 法により、R1 と R4 間でのヘテロダイマー形成を追証
した。そして、R1 と R4 を共発現させると、R1 単独発現と比較して、
t-GnRH6 の細胞内カルシウム動員の感度が 10 倍上昇すること、さらに、
下流のシグナル伝達が増強されることを突き止めた。これらの結果から、
R4 は R1 のヘテロダイマーのパートナーとして機能し、シグナル伝達を
調節することを明らかにした。 
第 3 章では、ホヤの中枢神経である神経複合体から発見した新規 GnRH
様ペプチド、Ci-GnRH-X を同定し、その局在解析とペプチド・受容体の
機能解析を行った。ホヤ神経複合体抽出物を質量分析し、MASCOT デー
タベース検索することによって同定した Ci-GnRH-X は、16 残基からな
り、他の GnRH ペプチドとは異なる。さらに、N 末では GnRH コンセン
サス配列と C 末アミド化が保存されているものの、他の領域は全ての
GnRH ペプチドと Ci-GnRH-X は相同性を示さない。また、ci-gnrh-X 遺
伝子は Ci-GnRH-X 一つのみをコードしており、典型的な GnRH 前駆体
構造を形成していた。また、二重 in situ hybridization 法により ci-gnrh-X
遺伝子と t-GnRH-3,5,6 をコードしている ci-gnrh-1 遺伝子が神経複合体
の多数の神経細胞で共発現していることを明らかにした。さらに、培養細
胞を用いた実験の結果、Ci-GnRH-X は他の t-GnRH のように受容体を活
性化するのではなく、濃度依存的に、R1 を介した t-GnRH6 の細胞内カ
ルシウム動員を 1x10-8~5M の濃度範囲で 10~60%、cAMP 生成量を









Ci-TK-R を同定した。Ci-TK-I,-II をコードする ci-tk遺伝子は神経複合体、
内柱、消化管で、ci-tk-r 遺伝子は神経複合体、消化管に加えて、卵巣に発
現していた。Ci-TK-R は Xenopus oocyte に発現させると Ci-TK と反応し
て細胞内カルシウム動員を誘導した。 




























第 6 章では、Ci-TK に活性化され、卵細胞成長の要因となる各プロテア
ーゼの発現プロファイルを明らかにした。in situ hybridization と抗体染
色の結果、カテプシン D は卵黄形成期後期のテスト細胞特異的に、カル
ボキシペプチダーゼ B1、キモトリプシンは卵黄形成期と卵黄形成終了期
の濾胞細胞に発現していた。また、カテプシン D と Ci-TK-R の二重抗体
染色の結果、卵黄形成期のテスト細胞において、カテプシン D と Ci-TK-R
が共発現していた。これらのことから、カルボキシペプチダーゼ B1、キ
モトリプシンは濾胞細胞に、カテプシン D はテスト細胞にそれぞれ作用




上昇し、カテプシン D の発現と活性が上昇した 3 時間後から、カルボキ
シペプチダーゼ B1 とキモトリプシンの発現と活性上昇が確認された。こ
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